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RESUMEN

“EFECTO DE LA ADMINISTRACION ENTERAL DEL ACIDO DOCOSAHEXAENOICO
SOBRE EL DESARROLLO DE FALLAS ORGANICAS DE NEONATOS SOMETIDOS A
CIRUGIA”

Lagunes-Salazar Sandra Patricia’, Bernabe-Garcia Mariela®, Villegas-Silva Raul', Madrigal-Mufiz Olivia'
' Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales y ?Unidad de Investigacion Médica en Nutricion del Hospital de
Pediatria, C. M. N. Siglo XXI.

Antecedentes. Una intervencion quirdrgica puede desencadenar una respuesta inflamatoria
sistémica (SIRS), involucrando mediadores como citocinas inflamatorias y anti-inflamatorias.
Si no se alcanza el equilibrio entre éstas, se puede favorecer el desarrollo de la falla de uno o
varios organos, lo que aumenta el riesgo de muerte.

La administracion de acidos grasos n-3, como el docosahexaenoico (DHA), ha mostrado
beneficios como atenuacién de citocinas inflamatorias y menor frecuencia de falla organica
en adultos con SIRS. A nuestro conocimiento, no se conoce el efecto sobre la frecuencia de
fallas organicas en el neonato.

Objetivo. Evaluar el efecto de la administracion enteral de DHA sobre la frecuencia de fallas
organicas en neonatos sometidos a cirugia cardiovascular.

Material y Meétodos. Ensayo clinico controlado, doble ciego. Se captaron neonatos
programados a cirugia cardiovascular, quienes recibieron aleatoriamente por via enteral 75
mg de DHA/kg/dia (grupo DHA) 6 placebo (grupo AG), desde 2 dias pre-cirugia y durante 6
dias post-cirugia. Se determin6 su efecto sobre el desarrollo de fallas organicas
(cardiovascular, respiratoria, hematolégica, renal y hepatica), asi como su duracion, que se
evaluaron hasta el egreso de la UCIN. Para hacer el analisis estadistico se utilizo la prueba
exacta de Fisher, la prueba de t de Student o la prueba U-Mann-Whitney.

Resultados. Se estudiaron 23 neonatos, 10 en el grupo DHA y 13 en el grupo AG. El total de
fallas organicas fue menor en el grupo DHA comparado con el grupo AG. Considerando el
nuamero de sujetos que desarrollaron falla organica se evaluaron los riesgos para desarrollar
estas fallas el cual demostré 5.4 veces mas riesgo de presentar falla organica en el grupo
AG, con una reduccién de riesgo del 81% para el grupo DHA.

Conclusiones. Los datos sugieren que la administracion enteral de DHA puede disminuir la
frecuencia de falla organica en neonatos que se someten a un procedimiento quirurgico.



INTRODUCCION:

La inflamacion es una respuesta normal de la defensa del huésped ante agresiones. Este
proceso inflamatorio puede ser producido por multiples estimulos como microorganismos,
endotoxinas-exotoxinas, procesos de isquemia-reperfusion o lesiones de tejidos blandos;
entre estos ultimos se incluyen las lesiones de los tejidos por un trauma quirdrgico, que
actlian como estimulos no especificos que activan la respuesta inflamatoria. ' La magnitud e
intensidad de la respuesta inflamatoria es un reflejo bioldgico de la intensidad y magnitud de
la agresion, de forma que una herida quirdrgica limpia provoca una respuesta inflamatoria
local modesta, mientras que heridas producidas por cirugia mayor o infecciones sistémicas,
estimulan una respuesta inflamatoria mas grave, con una alta produccion de citocinas pro-
inflamatorias como la interleucina (IL-1), IL-6, Factor de necrosis tumoral (TNF)-alfa (o)
denominado sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS)."* Los mayores
activadores de la respuesta inflamatoria son la sepsis, el trauma severo, quemaduras y
cirugia mayor %°

Durante la respuesta inflamatoria sistémica se activa un mecanismo de contencion
denominado respuesta anti-inflamatoria compensatoria; si la hiperinflamacion persiste ocurre
dafio a uno o varios 6rganos; mientras que si persiste el estado de anti-inflamacion se
favorece la inmunosupresion, la adquisicion de infecciones, el sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica y el desarrollo de falla organica multiple. De esta manera, la

homeostasis depende del equilibrio entre las respuestas pro y anti-inflamatorias. 248

El tratamiento quirdrgico para corregir malformaciones cardiacas congénitas en neonatos es
frecuente en nuestro hospital, por lo que se ha sugerido la inmuno-nutricibn con la

administracion de acidos grasos de cadena larga omega 3 (n3-LC-PUFAS), los cuales
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modulan la inflamacion; %% Estos acttan directamente mediante la sustitucién del acido
araquidénico (AA) como sustrato de eicosanoides e inhibiendo el metabolismo del AA e
indirectamente alterando la expresion de genes inflamatorios, inhibiendo la activacion del
factor de transcripcion nuclear KB (NF-KB), que es un factor de transcripcidn en las vias de
sefalizacion de citocinas inflamatorias, disminuyendo la produccién de citocinas inflamatorias
y mediante la sintesis de resolvinas, que son productos derivados de los n3-LC-PUFAS, los
cuales resuelven en menor tiempo procesos locales de inflamacion. Por lo anterior, los n-3
LC-PUFAs se consideran como agentes antiinflamatorios.?**°
Estos acidos grasos que se han administrado por via enteral o parenteral, no parecen ejercer
ningun efecto adverso, sin embargo el uso de NPT no siempre es factible, tiene mayor riesgo
de complicaciones ademas de que su costo es elevado. Aunque hay reportes del efecto de
los LC- PUFAs n-3 sobre la evolucion clinica en pacientes sometidos a cirugia estos
provienen de adultos. A la fecha, no hay estudios en neonatos donde se evalue el efecto de
los n3-LC-PUFAS en el desarrollo de fallas organicas, por lo que no sabemos si estos nifios
respondan de la misma forma que los adultos cuando se someten a una cirugia y al utilizar
DHA por via enteral. Por lo anterior, en este estudio se evalud si la administracion enteral de

DHA a neonatos que son sometidos a un procedimiento quirdrgico disminuye la frecuencia

de fallas organicas.
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1.- ANTECEDENTES:

1.1 Respuesta inflamatoria y fisiopatologia de la falla orgénica.

La inflamacién es una respuesta rapida, humoral y celular amplificada, considerada como un
mecanismo de proteccion. Las citocinas dirigen la respuesta inflamatoria al lugar donde se ha
producido una agresion o una inflamacién y son necesarias para una correcta recuperacion
de las lesiones."? Sin embargo, una excesiva produccion de citocinas pro-inflamatorias como
la IL-1B, TNF, IL-6 entre otras, puede ocasionar inestabilidad sistémica y hemodinamica.
Dicha situacion es conocida como Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS). *°
El SIRS representa, por tanto, la situacion clinica en la cual la funcién de continencia de la
inflamacién ha fallado. Se caracteriza como un cuadro clinico progresivo que involucra una
respuesta inflamatoria generalizada, asociado a una agresion organica, independientemente
de su causa. Cuando el SIRS es resultado de un proceso infeccioso confirmado, es
denominado sepsis. Una respuesta similar o incluso idéntica, puede producirse en ausencia
de una infeccion, es decir, que la activacion de células inflamatorias y la liberacién de
citocinas pueden producir un sindrome, practicamente indistinguible de la respuesta
sistémica a una infeccion grave. >¢°

Para que los mediadores del SIRS no desarrollen efectos nocivos por sobre-estimulacién, el
organismo rapidamente desarrolla una respuesta anti-inflamatoria. En esta reaccidn
compensatoria intervienen citocinas anti-inflamatorias, como las interleucinas 4 (IL-4) 10 (IL-
10) y 11 (IL-11), receptores solubles y antagonistas de receptores. Los mediadores pro y
anti-inflamatorios interaccionan inicialmente en el micro-ambiente de la inflamacion hasta
alcanzar un balance y restaurar la homeostasis. Es decir, que una respuesta inflamatoria es

necesaria para inducir la restauracion de tejidos o la eliminacién infecciones, conjuntamente
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con la produccién de citocinas anti-inflamatorias que contra-regulan el proceso inflamatorio.
5,6
Por tanto, se cree que las citocinas anti-inflamatorias tienen la funcion de inhibir la
inflamaciéon una vez que ésta ha cumplido su propdsito, cuando ésta respuesta anti-
inflamatoria se hace sistémica se denomina Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria
Compensatoria (CARS).*° Si esta reaccién es grave o si predomina pueden alterar la funcion
de los monocitos y reducir la capacidad de las células de producir citocinas pro-inflamatorias,
manifestandose clinicamente como anergia o inmunosupresion, lo que favorece la
adquisicion de infecciones. °
En un procedimiento quirurgico, el trauma realizado por la cirugia provoca una respuesta
inflamatoria local, pero que puede dar manifestaciones sistémicas con cambios en la cuenta
de leucocitos, en la temperatura, saturacion de oxigeno en sangre, glucemia y otros cambios
hormonales. Aunado a las lesiones organicas producidas por la hipoxemia de los tejidos en
un paciente con cardiopatia congénita desde el nacimiento hasta el momento del diagnéstico,
como efecto de una anomalia de la circulacion pulmonar o de problemas en la circulacion
sistémica (en casos de obstruccion de la salida de la circulacion del lado izquierdo), los
pacientes que en la etapa neonatal necesitan cirugia por lo general se encuentran con mayor
riesgo de desarrollar SIRS y posiblemente también de falla de algin 6rgano.

La falla organica es una de las principales consecuencias negativas que puede producirse
como consecuencia del desarrollo de SIRS. Cuando dicha disfuncién es grave y afecta a mas
de un d6rgano, se habla de falla organica multiple (FOM), que representa el desenlace mas
grave del SIRS.>®

Si bien existen diversas teorias sobre el desarrollo del FOM, todas concluyen en la transicion
del SIRS al FOM, en el caso del SIRS, se produce un fendmeno sistémico de activacion de

factores iniciadores y quimio-atrayentes, que conducen al contacto de éstos con todos los
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polimorfonucleares que se encuentren en la circulacion y también de todas las células
endoteliales.*® Del mismo modo, estas sefiales son reconocidas también por los monocitos
circulantes, que en vez de ser dirigidos a un lugar especifico lesionado, se encuentran
rodeados de quimio-atrayentes que inducen la produccion de citocinas pro-inflamatorias, las
cuales son vertidas al espacio extracelular, hay un predominio de acumulacion de
polimorfonucleares en los tejidos viscerales, coincidiendo en aquellos que se encuentran
finalmente afectados en el desarrollo de FOM, es decir, pulmones, higado, intestino donde

aparece el mayor numero de polimorfonucleares extravasados.”"’

Asi se produce un
ambiente pro-coagulante y una vasoconstriccion que da lugar a una trombosis micro-
circulatoria. Este proceso, que forma parte de la estrategia normal de contenciéon en
respuesta a una lesién o infeccion local, cuando se produce de forma sistémica o
descontrolada, puede ser perjudicial al producirse una pérdida progresiva de la oxigenacién y
disponibilidad de sustratos en los tejidos. Asi como consecuencia de la vasoconstriccion y la
trombosis, se produce una disminucion de la perfusion que da como resultado en una
necrosis focal *°

Por lo general los sistemas mas afectados en la FOM son el respiratorio, cardiovascular (los
cuales suelen ser de los primeros en fallar), el rifidn y el higado, aunque en esta secuencia
hay diferencias seguin los trabajos consultados. ®'®?2 Ademas hay un incremento lineal en la
mortalidad en funcion del nimero de sistemas organicos que fallan ®% e influye ademas el

grado de disfuncién y el tiempo que dura esta falla.®'*"

1.2. Sistema inmune del neonato

Se conoce que la FOM es mas frecuente en los neonatos por la mayor vulnerabilidad de las

12-15

barreras naturales y en parte por el compromiso del sistema inmune particularmente

debido a:
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* La IgA secretora estd muy disminuida tanto en los pulmones como en el sistema
gastrointestinal. Ademas las barreras fisicas naturales son inmaduras, especialmente piel,
cordén umbilical, pulmon e intestino.'®"”
* Hay una disminucioén de la actividad de la via alterna del complemento (C3). Existe una
deficiencia en la opsonizacion de los gérmenes con capsula de polisacaridos. '’
* Rapido agotamiento de los depdsitos de neutrédfilos maduros medulares cuando hay
exposicidon a una infeccidén. Estos neutréfilos tienen menor capacidad de adherencia y
fagocitosis y menor capacidad bactericida. 7
* La inmunidad mediada por linfocito T helper y linfocito natural killer esta alterada y la
memoria inmunoldgica es deficiente.'®"’
» A mayor prematurez hay mas inmadurez inmunoldgica y mayor frecuencia de infecciones.
Como parte de las estrategias para contener esta respuesta inflamatoria en pacientes criticos

1617 uno de éstos es la

se ha sugerido la administracion de inmuno-nutrimentos,
administracion de acidos grasos omega 3. Estos acidos grasos cumplen una variedad de
funciones dentro de las células inmunes ya que actuan como fuente para la generacion de
energia, como componente de la membrana de fosfolipidos, modificadores de la estructura
de las proteinas, influenciando la localizacién celular y funcion de las proteinas, reguladores
de la expresién de genes y precursores para la sintesis de mediadores lipidicos bioactivos

como las prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas y resolvinas.?**°

1.3 Efectos de los acidos grasos poli-insaturados de cadena larga (LC-PUFAS) sobre la
modulacion de la respuesta inflamatoria.

1.3.1 Efectos sobre la sintesis de eicosanoides

Los efectos de los acidos grasos omega 3 y omega 6 produce diferentes tipos de

eicosanoides, que tienen diferentes efectos en las células inmunes.’” En general, los
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eicosanoides derivados de la serie omega 3 son menos potentes mediadores de la
inflamacion que los derivados del acido araquidonico (AA) ademas de los efectos de estos
eicosanoides son dosis dependientes. El AA de la serie omega 6 (n-6) es el principal sustrato
para la sintesis de eicosanoides como las prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos
quienes participan como mediadores de la respuesta inflamatoria regulando la produccion de
citocinas inflamatorias, permeabilidad vascular, quimiotaxis de leucocitos, vasopresion y
dolor, entre otros®* El AA predomina en las membranas celulares debido a la abundancia de
su precursor, el acido linoleico en las dietas occidentales y en la leche humana en
comparacion con los acidos grasos de la serie omega 3 (n-3).242®

Los n-3 LC-PUFAS como el acido docosahexaenoico (DHA) y el acido eicosapentaenoico
(EPA) contenidos en el aceite de pescado, también son precursores lipidicos alternativos
para la sintesis de eicosanoides y su relevancia radica en que se ha reportado que los
eicosanoides derivados de los n-3 LC-PUFAS son biolégicamente menos potentes por lo que
poseen propiedades inflamatorias reducidas comparados con los eicosanoides derivados de
acidos grasos n-6. Ademas, el EPA y el DHA compiten con el AA por la misma via enzimatica
(COX'Y 5-LOX), pero las enzimas muestran mayor afinidad hacia los n-3 LC-PUFAS cuando
estan disponibles simultaneamente, lo que conduce a una mayor formacion de derivados de
los n-3 LC-PUFAS a expensas de los derivados del AA. Por lo que la administracién de n-3
LC-PUFAS como el DHA puede cambiar el balance hacia una inflamacién atenuada 22

Otros mecanismos de los efectos del omega 3 y omega 6 se dan a través de la modificacion

de la expresion de genes.

1.3.2 Efectos sobre la expresion de genes
Los acidos grasos omega 3 son reconocidos por inhibir la actividad pro-inflamatoria del factor

nuclear kB (NF-kB), el cual induce la expresion de muchos genes pro-inflamatorios. Las vias
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del NF-kB comprenden una serie compleja de eventos mediada por diversas proteinas. La
cual se puede dividir esos eventos dentro de la interaccion ligando receptor, diseminacion de
la cascada de sefializacién y la union del NF-KB a secuencias de DNA y la transcripcion de
genes. ElI EPA bloquea NFkB a través de la disminucién de la degradacién de la subunidad
inhibitoria del NFkB (IkB) en monocitos humanos y en células pancreaticas cultivadas, por lo
tanto se considera que los acidos grasos n-3 tienen un papel inhibidor de la via NFKB. Hay
evidencia de que los n-3 LC-PUFAS bloquea cada una de las 3 etapas de la actividad del
NF-KB de forma independiente.?*?®

Otro mecanismo reportado es a través de la activacion de los PPARs. Los PPARs son
factores de transcripcion nuclear activados por ligandos bien descritos que juegan un papel
importante en la diferenciacién celular, cancer, sensibilidad a la insulina, aterosclerosis, etc.
Los PPAR tienen la funcién de inhibir la activacién del NF-KB. Por lo anterior, los acidos
grasos n-3 disminuyen la sefalizacién inflamatoria via inhibicion de NFKB y disminuyen
varios procesos inflamatorios. 2428

1.3.3 Resolvinas

Otro mecanismo antiinflamatorio de los n-3 LC-PUFAS es a través de las resolvinas que son
compuestos que ayudan a limitar reacciones inflamatorias. Las resolvinas se sintetizan en la
fase de resolucién de la inflamacion con acciones como la reduccion del trafico de
neutréfilos, regulacion de la produccion de citocinas acortando el tiempo de resolucién de la
inflamacion.?°

Asi pues la evidencia demuestra que los acidos grasos omega 3 (n-3 LC-PUFAS), modifica el
tipo de eicosanoides, disminuyen la produccion de citocinas inflamatorias y asi favorecen una

respuesta inflamatoria atenuada.?**°
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1.4 Estudios sobre la administracion de LC-PUFAS n-3 en pacientes con respuesta
inflamatoria.

Hay escasos reportes en adultos donde se evalue el efecto en el desarrollo de la FOM,
dentro de éstos se han estudiado dietas enriquecidas con n-3 LC-PUFAS (EPA + DHA +
Acido y linolénico, AGL) por Pontes-Arruda y cols. en pacientes con respuesta inflamatoria
secundaria a sepsis. Los pacientes que recibieron los n-3 LC-PUFAS mostraron una mejoria
en la oxigenacion (PO2/FiO, de 226.8 + 2.5 vs. 156.6 + 2.7 en el grupo placebo), con menos
dias de ventilacion mecanica (134 + 1.2 vs 58 + 1.0, p < 0.001), favoreciendo la
disminucién de nuevas fallas organicas (p <0.001) y la mortalidad (18 muertes en el grupo
omega 3 (33%) vs 25 muertes en grupo placebo (52%). *' En el mismo sentido, Patch y
colaboradores, quienes administraron una dieta similar suplementada con EPA y AGL en
pacientes con insuficiencia respiratoria aguda (como modelo de respuesta inflamatoria)
también demostraron una reduccion en los mediadores de la inflamacion pulmonar en el
lavado broncoalveolar como IL-8, proteinas totales, neutréfilos y leucotrienos B, %2

Por otro lado, Heller y cols. quienes administraron aceite de pescado a pacientes adultos
con sepsis, peritonitis, cirugia abdominal y trauma multiple, no encontraron un efecto
benéfico en el desarrollo de FOM. Cabe destacar que en este estudio se administraron
diferentes dosis de LC-PUFAS por nutricion parenteral y se compararon contra el grupo que
recibié la menor dosis y no con un grupo control. No obstante, en este estudio el grupo que
recibio la dosis de 0.15 — 0.2 g/kg/dia mostré una disminucién de la mortalidad hospitalaria
predicha de 18.9% a 12%, (la mortalidad predicha fue evaluada por una escala de gravedad
Simplified Acute Physiology Score IlI, SAPS); asi como menor tasa de infeccion (de 67% a
95%) y menor estancia hospitalaria (23 vs. 41 dias).*®

En otro estudio Gadek y cols en pacientes con falla respiratoria secundaria a sepsis, trauma

0 aspiracion recibieron 15.6g de aceite de pescado por 4- 7 dias, donde se demostré que los
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pacientes que recibieron los n-3 LC-PUFAS mostraron 5 dias menos de ventilacion mecanica
comparado con el grupo placebo (12 en el grupo DHA vs 17.6 en el grupo control) y menor
desarrollo de fallas organicas (8 en el grupo DHA vs 28 en el grupo control) **

Hay pocos estudios que evaluen de administracion de n-3 LC-PUFAS en neonatos con
respuesta inflamatoria. Los que existen se han realizado en esta unidad en neonatos a los
cuales se les administro 100mg de DHA/ dia por via enteral durante la fase aguda de la
sepsis en el cual presentaron mayor incorporacion de éste en las membranas de los
leucocitos al dia 7 post intervencion (p 0.001) **y que las concentraciones circulantes de IL-
1B e IL-6 fueron menores en el grupo DHA comparado con el grupo control. * en estos
mismo nifios se evaluo el efecto del DHA sobre el estado nutricio, los nifios del grupo
placebo tuvieron un mayor deterioro nutricio evaluado por una menor masa grasa y menor
masa libre de grasa (p < 0.05), mientras que el grupo DHA preservd sus reservas de masa
libre de grasa e incrementd la masa grasa.®” Lo que sugirié que la respuesta inflamatoria y el
efecto catabolico fueron mejor regulados en los nifios que recibieron DHA, lo que también
podria incidir en una mejor evolucién clinica del nifio. *’

Sin embargo, no se ha estudiado el efecto del DHA sobre el desarrollo de fallas organicas
en neonatos; por lo que en el presente trabajo se evaluara el efecto de la administracién
enteral de DHA sobre la frecuencia de fallas organicas en neonatos sometidos a cirugia

cardiovascular.
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2.- JUSTIFICACION:

Los recién nacidos que requieren de cirugia temprana para su tratamiento, como en los
casos de cardiopatia congénita, tienen un alto riesgo de desarrollar complicaciones por las
condiciones al momento del diagnostico y el mismo trauma quirargico, que pueden provocar
la falla organica unica o multiple, lo que empeora su prondstico y puede llevar a la muerte en
un 30 a 60% de los casos. 2 Por lo que la FOM se considera la principal causa de muerte

en las UCIN con cuidados postquirtrgicos.*

La cardiopatia congénita es la primera causa de ingreso a la UCIN del Hospital de Pediatria,
lo que representa mas de 25% de los ingresos. Durante el afio 2000 al 2004, ingresaron 389
nifios con diagnostico de cardiopatia, el 31% fallecié (n=121) y el 62% (n= 75) habian sido
sometidos a cirugia.>® Por lo anterior, es necesario encontrar una estrategia, que disminuya
la frecuencia de fallas organicas para favorecer una mejor evolucion clinica y en forma

indirecta disminuir su mortalidad.
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Los recién nacidos que son portadores de cardiopatia congénita y que tempranamente
necesitan de cirugia como tratamiento se consideran gravemente enfermos y por tanto, con
mayor riesgo de desarrollar complicaciones con afectacion severa de uno o mas organos. La
respuesta inflamatoria sistémica que se presenta después de una cirugia, puede
exacerbarse, y al no lograr un equilibrio entre la respuesta inflamatoria sistémica y la
respuesta anti-inflamatoria compensatoria, que puede llevar al desarrollo de falla organica de
uno o mas organos. Este evento puede aumentar la gravedad del paciente, por la hipoxemia
antes de la cirugia, el trauma quirargico, infecciones agregadas y otros, lo que incrementa la
letalidad. Por lo que se requieren estrategias de tratamiento preventivo o curativo para evitar
o controlar la falla organica. La evidencia cientifica sugiere que al administrar acidos grasos
de cadena larga omega 3 como el DHA y el EPA en pacientes adultos sometidos a cirugia,
disminuye la magnitud de la SIRS y con esto la frecuencia de la falla organica; sin embargo,
esto no se ha estudiado en el neonato. Aunque los pacientes que no requieren de circulacién
extracorpérea pueden ser los menos propensos a muerte y complicaciones, son un grupo

con menos variabilidad en su evolucidén clinica.

Por esta razén nos planteamos la siguiente pregunta:
¢ Cuél es el efecto de la administracién del DHA en la frecuencia de fallas organicas en

neonatos sometidos a cirugia cardiovascular?
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4.- OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la administracion enteral de DHA en la frecuencia de fallas organicas
en neonatos sometidos a cirugia cardiovascular comparados con aquellos que reciban

placebo.

 OBJETIVO SECUNDARIO:

- Comparar el efecto de la administraciéon enteral de DHA en la duracion de las fallas
organicas en neonatos sometidos a cirugia cardiovascular comparados con aquellos que

reciban placebo.



5.- HIPOTESIS

HIPOTESIS GENERAL

- Los neonatos que reciben DHA por via enteral tienen menor frecuencia de fallas

organicas comparados con los que reciben placebo.

+ HIPOTESIS SECUNDARIA:

Los neonatos que reciben DHA por via enteral tienen menor duracién de las fallas

organicas comparados con los que reciben placebo.
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6.-MATERIAL Y METODOS:

6.1 Diseio:

Ensayo clinico controlado, doble ciego.

6.2 Lugar:

El estudio se realizé en la Unidad de Investigacion en Nutricidon del Hospital de Pediatria, C.

M. N. Siglo XXI. Los pacientes se captaron en la UCIN del Hospital de Pediatria, C. M. N.

Siglo XXI.

6.3 Poblacién de estudio:

Nifios menores de 28 dias de edad posnatal, ingresados a la UCIN del Hospital de Pediatria,

C. M. N. Siglo XXI del IMSS, que se sometieron a una intervencion quirurgica cardiovascular

como fistula de Blalock-Taussig modificada, cierre de conducto arterioso 6 Coartectomia.

6.4 Criterios de seleccion

6.4.1 Criterios de inclusion

Que sus padres acepten participar después de explicarles el objetivo de la
investigacion.

Peso adecuado para su edad postnatal de acuerdo a Lubchenco * y para nifios
pretérmino se utilizaran las curvas de Marks. *°

Edad gestacional mayor de 32 semanas.

Tracto gastrointestinal funcional que le permita recibir el DHA o placebo.

Que antes de la cirugia no presenten datos de infeccion. *?



6.4.2 Criterios de eliminacion.

e Que por cualquier razén no pudiera ser administrado el DHA o placebo.

¢ Que los padres retiren el consentimiento porque que continue en el estudio
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e Que el paciente requiera de circulacién extracorpérea durante el procedimiento

quirurgico.

6.5 Tipo de muestreo.

No probabilistico. Se captaron a todos los nifios que ingresaron a la UCIN y cumplian los

criterios de inclusiéon hasta completar el tamafo de muestra calculado.

6.6 Tamaino de muestra

Se considero la proporcion de los pacientes que desarrollaron fallas organicas en el estudio

de Pontes-Arruda.’'

con pacientes con respuesta inflamatoria sistémica bajo ventilacidon

mecanica quienes recibieron aceite de pescado como fuente de LC- PUFAS n-3 por via

enteral; se utilizo una prueba de hipétesis de una cola.*’

o =0.05 areabajolacurva= 1.645

B =0.20 areabajolacurva= -0.84

Poder = 90%

H1=p1<p2 H1=pl1#p2

Ho= p1> p2

Total de fallas p1 omega 3 n= 55 p2 placebo n= 43

n=21 (38.2%) n= 39 (81.3%)

® N=_Za2pi(1-p1)-ZBp Vp1 (1- p1)+ p2(1-p2) 2

pP1- P2

1.645 v 2(0.38)(1-0 .38) — (-0.84 v0.38(1-0.38)+0.81(1-0 .81)*> n=9
0.38- 0.81




6.7 Definicidn operativa de variables
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VARIABLES

DEFINICION

TIPO DE VARIABLE

Administracion
DHA

de

Administracion de 75 mg de DHA/kg/dia dividido
en 2 dosis 0 placebo (aceite de girasol). La
administracion sera preoperatoria, iniciando
desde 2 dias previos y posterior a la cirugia.

Cualitativa.
-DHA
-Placebo

Sindrome de
Respuesta
Inflamatoria
Sistémica.

Como respuesta inflamatoria sistémica, donde
deben estar presentes al menos 2 de cuatro
criterios: 1) Temperatura >38.5°C o <36°C. 2)
Taquicardia, definida >180 Ilatidos/min. en
ausencia de estimulos externos o farmacos por
un periodo de 0.5 a 4 hrs. de duracion o
bradicardia definida con una FC debajo 100
latidos/min. en ausencia de estimulo vagal, o
beta bloqueadores con una duracion de 0.5 hr.
3) Frecuencia respiratoria >40 respiraciones/min
0 necesidad de ventilacibn mecanica para un
proceso agudo no relacionado con patologia
neuromuscular. 4) Contéo de leucocitos elevado
>19.5x103mm 6 >10% de neutrdfilos
inmaduros. Dentro de los cuales debe estar
incluido la alteraciéon de la temperatura o la
cuenta de leucocitos. *?

Cualitativa

Sepsis

La sepsis se definid por consenso internacional
como respuesta inflamatoria  sistémica,
resultado de una infeccion probada o de la
sospecha de ésta. *?

Cualitativa

Sepsis grave

La sepsis grave se defini6 como la sepsis mas
uno de los siguientes datos: falla cardiovascular
o sindrome de dificultad respiratoria aguda, 6 2
0 mas fallas organicas.*?

Cualitativa

Falla respiratoria

Debe incluir un Pao,/FiO, < 300 en ausencia de
enfermedad pulmonar preexistente 6 necesidad
probada por > 50 % de FiO, para mantener una
saturacion aceptable > 70% en cardiopatia,
Cuando se encontraban bajo asistencia
mecanica a la ventilacion, previa al estudio se
consideré el incremento de ésta en mas de
10%. En cada paciente se considerd la variacion
de su condicion basal de Sat 02, FiO2, presion
positiva, con la evolucion posterior, evaluada
por el neonatélogo que no conocia el
tratamiento administrado. *?

Cualitativa: si/no
cuantitativa: duracién en
dias.




25

VARIABLES

DEFINICION

TIPO DE VARIABLE

Falla cardiovascular

Falla a pesar de la administracion de bolos de
solucion 40 ml/Kg. en 1 hora. intravenosa
Hipotension, presion sistdlica sanguinea < 75
mmHg O necesidad de medicamentos
vasoactivos para mantener la presién sanguinea

normal (dopamina > 5 ug/Kg/min o bien
dobutamina, epinefrina & norepinefrina en
cualquier dosis) 6

Dos de los siguientes datos: Acidosis

metabdlica inexplicable, déficit de base > 5.0
mEqg/L, Lactato arterial elevado > 2 veces el
limite superior normal (> a 2.3), Oliguria: orina <
0.5 mL/kg/h

Llenado capilar prolongado: > 5 segundos.
Diferencia entre temperatura periférica y central
>3°C. %

Cualitativa: si/no.
Cuantitativa: duracién en
dias.

Falla Hematoldgica

Conteo de plaquetas menor a 80,000/mm3 o
una disminucion del 50% del conteo de
plaquetas o un INR mayor de 2. #?

Cualitativa: si/ no
Cuantitativa: duracion en
dias

Falla renal

Elevacion de la creatinina sérica mayor de
1.2mg/dl. #?

Cualitativa: si/ no
Cuantitativa: duracion en
dias

Falla hepatica

Incremento de la bilirrubina total >4mg/dl o
elevacion de ALT dos veces arriba del limite
superior para la edad.*?

Cualitativa: si/ no
Cuantitativa: duracion en
dias
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VARIABLES

DEFINICION

TIPO DE VARIABLE

Intercurrentes

1. Perfil de &cidos
grasos

Concentracion de acidos grasos en membrana
de eritrocitos, entre ellos el DHA al ingreso del
estudio como indicador de contenido tisular. *¢4°

Cuantitativa.
% de lipidos totales.

2. Ingestion de leche
humana

Aporte de leche de la propia madre durante el
estudio.

3. Tratamiento con
anti-inflamatorios y
antibioticos.

Tipo de anti-inflamatorios: esteroideo,
dexametasona y no esteroideo, ketorolaco o
acido acetil salicilico durante el periodo
posquirurgico.

Cuantitativa.

Kcal/kg/dia

Cualitativa esteroideo/no
esteroideo, si/no
cuantitativa:

acumulado y dias

4. Gravedad del
padecimiento al
ingreso del estudio

Estimacion del estado de gravedad del
padecimiento del nifio al ingreso del estudio por
medio de la escala Score for Neonatal Acute
Phisiology, version |l (SNAP-II).** Esta evalta
la presion arterial media, temperatura, relacion
PO2/FiO2, pH sérico, crisis convulsivas y uresis
horaria.*?

Cuantitativa discontinua.

5. Edad gestacional

Estimada por Ballard** o Capurro® al
nacimiento. Si no se tiene el dato se tomara por
fecha de ultima menstruacion.

Cuantitativa.
Semanas
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6.8 Procedimientos
Este proyecto es parte de un protocolo realizado en la Unidad de Investigacion Médica

en Nutricion. La captacion de pacientes se realizd mediante la visita diaria al servicio de
Cuidados Intensivos Neonatales para identificar a los candidatos de estudio. Una vez
identificado, se les explico a los padres el objetivo, procedimientos y los posibles beneficios y
riesgos del mismo para solicitarles el consentimiento escrito (la carta de consentimiento del

proyecto completo se encuentra en el anexo 6).

6.8.1 Aleatorizacidon de la intervencidn. Se realiz6 mediante sobres opacos cerrados

con numeros de expediente consecutivos sin reemplazo.

6.8.2 Administracién de la dosis. El DHA o placebo se administré6 desde 2 dias
antes de la cirugia y 6 dias post-cirugia, antes de la toma de leche del neonato dividido en 2
dosis (mafana y noche para mantenerlo disponible en circulacidn por un mayor tiempo). Para
administrar el DHA o placebo se utilizé una jeringa estéril y la sonda orogastrica que se
utilizaba para su alimentacion; si no tenia sonda, se administré por via bucal colocando la
jeringa en el carrillo.
La dosis de DHA se calcul6 siguiendo las recomendaciones de la Comision Europea que
establecié como recomendacion maxima el 1% del total de acidos grasos como LC-PUFA n-3
6 DHA para el contenido de sucedaneos de leche humana o férmulas, imitando las
concentraciones reportadas para la leche humana. “**’ Se conoce que la leche humana
contiene entre 3-5 g de lipidos/dL, para un nifio de término que consume ~60 mL 8 veces al
dia, lo que equivale a 240 mg de DHA/dia y a 100 mg de DHA/dia para un nifio pretérmino
que consume ~25 ml 8 veces al dia, por lo que consideramos que la dosis no excede las

concentraciones reportadas en la leche humana. La dosis mencionada se modificé de la



dosis utilizada en estudios anteriores (100 mg de DHA al dia)
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3536 antes del inicio del estudio,

esto permitié ajustar la dosis por la variacion del peso en los neonatos. 37

6.8.3 Cegamiento. El estudio fue doble ciego porque tanto el paciente y como el

neonatdlogo que evaluod los eventos de falla organica no conocieron el tipo de intervencion.

Poblacién de estudio: Neonatos
programados a cirugia
cardiovascular

A\ 4

Consentimiento
informado escrito

A\ 4

Asignacion aleatorizada
de DHA o placebo

Administracién de DHA/placebo

A

—

-2 dias

Datos demograficos,
antropometria, preparacion
dosis

H_J

Escala de gravedad

SNAP

0 6 dias Egreso

f

Cirugia UCIN
N -

Falla organica
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6.9 Mediciones

6.9.1 Perfil de acidos grasos al ingreso del estudio. En la muestra de sangre basal
los eritrocitos se separaron y lavaron por medio de centrifugado con solucion salina al 0.9%
para congelarlos a -70°C y determinar el perfil de acidos grasos contenidos en los
fosfolipidos de la membrana celular, entre ellos el DHA mediante un cromatdgrafo de gases

Hewlett Packard 5890 series Il (Anexo 1y 2). 4849

6.9.2 Ingestion de leche humana. Se registré diariamente el volumen ingerido del
paciente durante el tiempo de estancia en UCIN. Para la estimacion del contenido energético

de la leche humana se consider6 que cada mililitro aporta 0.67 Kcal en promedio (anexo 5).

6.9.3 Gravedad de la Enfermedad. Se midi6 a través de la escala Score for Neonatal
Acute Physiology, version Il (SNAP-II). Esta escala mide la gravedad de la enfermedad, a
mayor valor, mayor es la gravedad del neonato. Este sistema considera 6 variables: presion
arterial media, temperatura, relacién PO,/Fio,, pH sérico, crisis convulsivas y uresis horaria, y

establece puntos de corte asignando una puntuacién (anexo 3). 4

6.9.4 Datos demogréficos. Al ingreso al estudio se registré el género, el apgar, edad
gestacional corregida y edad posnatal. También se midié el peso con una bascula marca
Sartorius AG Gottingen, modelo EB15DCE-IOUR con precision de £ 1 g, la longitud se midio
con un estadimetro marca SECA modelo 207 y el perimetro cefalico con una cinta de fibra de
vidrio marca Gulik para determinar el estado nutricio del paciente como se mencioné en los
criterios de inclusion. El resto de los datos se colectaron del expediente clinico o por

encuesta a la madre (anexo 4).
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6.10 Anadlisis estadistico
Los datos se analizaron con el paquete estadistico SPSS version 16. La descripcion de
variables cuantitativas con distribucién normal se reporto como media y desviacién estandar;
si no muestran distribucion normal se reportaron como mediana e intervalo.
Para comparar la frecuencia de las fallas organicas entre grupos se utilizo la prueba exacta
de Fisher. Para ajustar por potenciales confusores o modificadores de efecto se utilizo

modelos de regresién logistica binaria.

6.11 Aspectos éticos
Tipo de investigacién: riesgo mayor al minimo. Este proyecto fue aprobado por el
Comité de Investigacion y Etica del Hospital de Pediatria con el N° 2005/3603/72. En este
proyecto se respetaron los principios contenidos en el Codigo de Nuremberg, la Declaracion
de Helsinki y sus enmiendas®, el Informe de Belmont, el Cédigo de Reglamentos Federales
de Estados Unidos y EL Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
%3 entre ellos:
e Se informd a los padres o tutores de los procedimientos, objetivos, posible
riesgos y beneficios del proyecto.
¢ Se solicitdé consentimiento informado por escrito de los padres o tutores,
incluyendo dos testigos.
e Se respetd la confidencialidad de la identificacion de los pacientes.
e Se informo a los padres que tenian la libertad de abandonar el estudio en el

momento que lo decidieran sin que esto afectara la atencién médica de su hijo.
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6.12 Financiamiento
Este trabajo fue financiado por el Fondo para la Investigacién en Salud del Instituto Mexicano
del Seguro Social con el numero FIS/IMSS/PROT/094 y un financiamiento complementario con

numero FIS/IMSS/PROT/516.



7.1 Variables demogréficas

7.- RESULTADOS:

Se estudiaron 23 neonatos, 10 en el grupo DHA 'y 13 en el grupo placebo, Ambos grupos

mostraron caracteristicas similares (cuadro 1).

Cuadro 1. Variables demograficas
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GRUPO
DHA PLACEBO Valor p
n=10 n=13

Al nacer
Edad gestacional, semanas " 38.8+1.0 37.8+1.0 0.680"
Sexo’

Masculino 6 0.680"

Femenino 4
Apgar’

Minuto 1, < 8 2 4

>8 7 7 0.642°
Minuto 5, < 8 0 2
>8 9 9 0.479"

Al ingreso del estudio
Edad postnatal, dias ™ 174 +1.2 15.1+1.3 0.707*
Peso,g" 2726 +1.1 2847 +1.1 0.611*
Longitud, cm™ 495+1.0 50.0+ 1.0 0.658"
Perimetro cefalico, cm™ 33.2+£1.0 334+1.0 0.750*
Tipo de cirugia
Fistula sistémico pulmonar*® 6 9
Coartectomia* 4 4 0.685"

Frecuencia (%) " Media * error estandar

T Comparaciones entre grupos con prueba de Fisher,

iPrueba t de Student.
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7.2 Fallas organicas

El total de fallas organicas fue menor en el grupo DHA comparado con el grupo placebo. Las
fallas organicas en orden de frecuencia fueron: Respiratoria, cardiovascular, hematologica,
renal y hepatica (cuadro 2). El grupo DHA tendié a mostrar una menor frecuencia de sepsis y

de sepsis grave comparado con el grupo placebo.

Cuadro 2. Desarrollo de fallas organicas

GRUPO
DHA PLACEBO Valor p
n=10 n=13
Sepsis * 2 (20) 7 (54)
Sepsis Grave * 1(10) 3(23)
Fallas*
Respiratorio 1(10) 4 (31)
Cardiovascular 1(10) 3 (23)
Hematologica - 3 (23)
Renal - 2(15)
Hepatica 1(8)
Total de fallas Orgéanicas 2 13 <0.001"

*Frecuencia (%)

T Prueba exacta de Fisher.
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Por otro lado, el grupo DHA tendié a mostrar una menor duracion de estas fallas organicas
comparado con el grupo placebo (Figura 1 y 2). El grupo DHA sélo desarrollé un evento de
falla respiratoria y cardiovascular, mientras que para la falla hematoldgica, renal y hepatica.

no hubo eventos, en este grupo.

Figura 1. Falla respiratoria y cardiovascular de neonatos con cirugia cardiovascular.
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804 EoHA
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Figura 2. Falla hematoldgica, renal y hepatica de neonatos con cirugia cardiovascular.

10

Grupo

EoHA
8 1 CJPLACEBO

Duracion, dias

N= 3 2 1
Hematologica Renal Hepatica



7.3 Estimacion de riesgos para desarrollo de fallas organicas.
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Considerando el numero de sujetos que desarrollaron falla organica se construyé una tabla

de 2x2 donde se valoraron los riesgos para desarrollar fallas organicas. Con este analisis se

observo que el grupo placebo mostré 5.4 veces mas riesgo de presentar falla organica, con

una reduccion de riesgo del 81% para el grupo DHA.

Falla organica Sin falla organica
DHA

1 a |b 9
Placebo

7 c d 6

Cuadro 3. Estimacion de Riesgos para el desarrollo de fallas orgéanicas.

RR Intervalo de confianza Fisher
Al 95%
Con DHA 0.19 0.03-1.27
Con placebo 54 0.784 -36.960 0.037
Reduccion del riesgo relativo (RRR) 81 %

Formulas:

RR DHA = A/(A+B)

RR placebo = C/(C+D)

RRA (reduccion del riesgo absoluto) =[ RR DHA- RR placebo ]

RRR (reduccion del riesgo relativo) =[ RR DHA-RR placebo ] / RR placebo = RRA / RR placebo
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7.4 Variables intercurrentes

Las variables intercurrentes fueron similares entre los grupos. Aunque se presenté menor
cantidad de muestras para determinar el perfil de acidos grasos debido a que no se
determind en los nifios que tuvieron transfusiones de paquete globular (cuadro 4).

El anti-inflamatorio esteroideo utilizado fue dexametasona, mientras que los no esteroideos
fueron ketorolaco y acido acetilsalicilico; en el caso de los antibioticos se utilizaron cefalotina,
amikacina, cefuroxima, imipenem, cefotaxima y vancomicina durante el periodo

postquirurgico.

Cuadro 4. Variables intercurrentes

GRUPO
DHA PLACEBO Valor p
n =10 n=13
Uso de anti-inflamatorios
a) Esteroideos* 4 (40) 3 (23) 0.650"
b) No esteroideos* 10 (100) 10 (77) 0.481"
Uso de antibidticos * 10 (100) 13 (100) 1
Ingestion de leche humana, kcal/kg/d™
Durante intervencion 11.2+1.3 57+£1.5 0.163*
Durante seguimiento 172+1.4 5425 0.271%
Edad gestacional corregida, semanas " 41.3+1.0 40.9+1.0 0.776%
Gravedad (SNAP II) ™ 12.3+1.2 14.0+1.2 0.653*
Duracién de pinzamiento " 21.3+1.01 18.2+1.6 0.831%
Sangrado quirtrgico ™ 5417 89116 0.502*
Duracion de Cirugia ™ 98.4+11 93.3+1.2 0.800*

* Frecuencia ™ Media * error estandar
T Comparaciones entre grupos con prueba de Fisher
*Prueba t de Student
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Cuadro 4. Variables intercurrentes en

neonatos (continuacion)

GRUPO

Perfil de acidos grasos al ingreso del D':|A PLA(EEBO Valor P*
estudio, % n=>5 n=8

Linoléico (LA, 18:2 n-6) 8.0+0.82 92+17 0.261%
a- Linolénico (LNA, 18:3 n-3) 0.58 +0.12 0.59 + 0.08 0.940°
Araquiddnico (AA, 20:4 n-6) 18.7 £ 0.63 17.4+0.78 0.264*
Eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) 0.25+0.03 0.32 £ 0.004 0.250%
Docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3) 6.7 £ 0.64 5.6 £0.38 0.139*
Ac. Grasos n-3 (LNA+EPA+DHA) 7.5+£0.58 6.5+0.38 0.147*
Ac. Grasos n-6 (LA + AA) 26.4 +0.93 26.6 + 0.57 0.861%
AA/DHA 26+0.22 3.2+0.24 0.164*
n-6/n-3 3.45+0.37 42 +0.27 0.133%

Media * error estandar
* Comparaciones entre grupos con Prueba t de Student
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8.-DISCUSION:

Cuando se presentan manifestaciones clinicas en un recién nacido portador de cardiopatia
congénita y que se considera necesario para su tratamiento definitivo o paliativo una
procedimiento quirdrgico, por lo general son secundarias a hipoxemia de diferentes grados o
a falla cardiaca, ambas situaciones ponen en riesgo la funcién de algun érgano de la
economia, principalmente cardiovascular o respiratoria. Si a esto se agrega el evento
quirdrgico y/o una complicacién de tipo infecciosa es una alta posibilidad de desarrollar FOM.
La frecuencia de falla organica multiple en la etapa neonatal es la mas alta reportada en la

poblacién pediatrica hasta en un 30- 60% °22

, estos podria deberse a limitaciones fisioldgicas
y adaptativas de corazén, respiratorias y metabdlicas que llevan a mas rapida
descompensacion organica, de mayor frecuencia, a menor peso y edad gestacional, asi
como a la presencia de malformaciones cardiacas.®%%

En el presente estudio el 35% de los pacientes estudiados desarrollaron al menos una falla
organica después de una cirugia de torax, lo que fue consistente con la literatura (30% y
60%)l6,18,22

En el presente trabajo se demostro que la administracién de un suplemento de acidos grasos
omega 3, especificamente el DHA por via enteral, disminuyo la frecuencia de falla organica
en neonatos previo a ser sometidos a cirugia toracica, lograndose disminuir la frecuencia de
falla de 54% en el grupo placebo a 20% en los pacientes que recibieron el DHA. Lo anterior
se tradujo en un riesgo 5 veces mayor de desarrollar FOM en los neonatos que recibieron el
placebo comparados con los suplementados con DHA, aunque no se alcanzé la significancia

estadistica. Lo que equivale a una disminucion del riesgo de 81%, una cifra trascendente si

consideramos los riesgos de mortalidad en la FOM. Estos efectos benéficos probablemente
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se debieron a una mejor modulacion de la produccion de citocinas inflamatorias circulantes, a
la utilizacion del DHA como sustrato para la sintesis de eicosanoides con menor potencia
biolégica, y a la posible participacion de resolvinas, cuya funcién favorece una apoptosis mas
rapida de neutroéfilos, menor produccion de citocinas inflamatorias y por tanto, disminucion de
la quimiotaxis de neutréfilos en el sitio de la inflamacién.?**°

Aunque se han descrito los posibles mecanismos de la utilizacion de los omega 3, el proceso
inflamatorio esta determinado por mecanismos muy complejos, con origen multifactorial
modificados por diversas circunstancias genéticas, ambientales, del grado de estimulo, la
condicion de salud previa entre otras, por lo que en este tipo de trabajos dificiimente
podemos lograr la captacion de un alto numero de pacientes con caracteristicas
homogéneas.

Los resultados del presente estudio fueron comparables a dos estudios realizados en adultos
con respuesta inflamatoria, donde se demostré que el grupo que recibié los n-3 LC-PUFAS
desarrollaron menos fallas organicas totales (81% vs 38%, p= 0.001)*°y (8% vs. 28%, p =
0.015) comparados con el grupo placebo.®* En el mismo sentido, los pacientes que
recibieron los n-3 LC-PUFAS mostraron una menor duracién de apoyo mecanico a la
ventilacion de 5 ** y 7 3 dias menos que el grupo placebo. En nuestros pacientes
suplementados con DHA no encontramos un menor tiempo en la necesidad de asistencia
mecéanica a la ventilacién, lo que podria deberse al bajo nimero de pacientes que
desarrollaron falla respiratoria ya que no fue disefiado para probar diferencias en fallas
especificas, y mas probablemente debido a que muchos de nuestros pacientes requirieron de
este apoyo antes de la cirugia.

En otro estudio realizado por Patch y cols. en pacientes con insuficiencia respiratoria aguda,

también demostr6 que los pacientes que recibieron n-3 LC-PUFAS tuvieron mejoria



40

significativa en la oxigenaciéon comparados con los pacientes que recibieron placebo, lo que

indicé un efecto benéfico para falla respiratoria. *

Por otro lado, Heller y cols. no encontré una diferencia significativa en el desarrollo de FOM
entre los pacientes que recibieron una dosis de 0.15 — 0.2 g/kg/dia de aceite de pescado
comparados con los pacientes que recibieron 0.05 g/kg/dia, posiblemente porque se
comparé con un grupo heterogéneo de pacientes, con diferentes diagndsticos y grados de
respuesta inflamatoria. No obstante, los pacientes que recibieron la mayor dosis presentaron
efectos benéficos como menor frecuencia en infecciones, menor estancia intrahospitalaria y
menor mortalidad.*

Nuestro grupo de trabajo, ha desarrollado trabajos previos con recién nacidos con sepsis y
en los que se demostré un menor deterioro del estado nutricio en los neonatos con sepsis
gue recibieron el DHA, esto a su vez podria reflejar una mejor modulacion de la respuesta
inflamatoria en los pacientes que recibieron el DHA.*" En un trabajo posterior, pudimos
constatar que los acidos grasos administrados en estos pacientes se habian incorporado a
las membranas de los leucocitos al compararse con su basal al dia 7 del estudio, lo que
indicé que durante la fase de expansion clonal de los leucocitos, los &cidos grasos fueron
incorporados a la membrana, disminuyendo las concentraciones circulantes de IL-1 beta e IL-
6. 35,36

En nuestro estudio el sistema respiratorio fue el 6rgano que presenté mas fallas con un 41%
de los casos, seguida de la falla cardiovascular en un 33%, cuyo orden de frecuencia fue
similar a otros estudios pediatricos. ®'® #> En tercer lugar, la falla hematolégica que ocurrié
en un 23% similar a lo reportado por Lépez de 28%% y superior a otros autores con una

incidencia del 7% al 9%.*®
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A nuestro conocimiento, este estudio es novedoso ya que es el primer trabajo que evalua el
efecto de un acido graso n-3 sobre el desarrollo de fallas organicas en neonatos que cursan
con respuesta inflamatoria aguda. El tamafio de muestra fue suficiente para probar la
hipotesis de que el DHA disminuye la frecuencia de fallas organicas en una poblacién de alto

riesgo a desarrollarlas y morir por esta causa.
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9.-CONCLUSIONES.

1. La administracién enteral de DHA a recién nacidos que son sometidos a cirugia
cardiovascular es util para disminuir la frecuencia de fallas organicas como
complicacion en estos nifios.

2. No fue posible concluir en el efecto del DHA sobre la duracion de fallas organicas
especificas debido a que el estudio no se disefié para este propésito y el tamafio de
muestra fue insuficiente.

3. La administracion DHA a pacientes que son sometidos a cirugia parece disminuir la
frecuencia de sepsis y sepsis grave como complicacion, después del procedimiento

quirdrgico.
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10. RECOMENDACIONES:

1. Consideramos que en neonatos que seran sometidos a cirugia debe administrarse, al
menos, el limite mayor recomendado por Koletzko y cols. *° en la que se considera
gue el DHA debe corresponder a 0.2 a 0.5% de acidos grasos totales.

2. Esta cantidad de DHA puede obtenerse a partir de la alimentacion con leche de la
propia madre, solamente, si ella ingiere al menos dos porciones de pescado graso a la
semana como: atun aleta amarilla, pargo, huachinango, salmén, arenque, bacalao,
trucha silvestre, o bien huevo fortificado, entre otros. Mientras que deben evitarse
especies depredadoras como el tiburén, el pez espada y el marlin.>*

3. En caso de que los nifios solo reciban sucedaneo de leche humana, debe utilizarse la
férmula, que se encuentre suplementada con la mayor cantidad de DHA. *°

4. Seria util la aplicacion de esta intervencion en otras unidades de cuidados intensivos
neonatales y con un mayor niamero de pacientes, para valorar si existe consistencia

en los resultados.
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12. ANEXOS.

Anexo 1. Obtencidn y preparacion de los eritrocitos.

= Centrifugar la sangre completa a 2000 rpm durante 15 minutos para separar plasma y

paquete celular.
= Se separan el plasma y los leucocitos dejando en el tubo solo el resto del paquete celular.

= Colocar el paquete celular en un tubo de ensaye de 10 ml y aforar con solucion salina al

0.9%.

» Mezclar el paquete globular y la solucién salina suavemente para evitar la ruptura de las

células.

= Se colocan los tubos en las camisas de la centrifuga y se equilibran para centrifugar a 4000

rpm por 10 minutos.

= Una vez centrifugado se observa en el fondo del tubo el paquete de eritrocitos. Se retira el

sobre-nadante procurando no perder las células.

= Se vuelve agregar solucion salina al 0.9% y se repiten los lavados hasta que se aclare el

sobre-nadante y se observen los eritrocitos limpios en el fondo del tubo.

= Ya obtenido el botén de eritrocitos; se recuperan, de ser necesario, con la menor cantidad

de solucion salina al 0.9%.
= Se pasan los eritrocitos a tubos eppendorf de 1.5 ml.

= Una vez en los tubos eppendorf estos se protegen de la luz con papel aluminio y se

almacena la muestra a —70° C
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Anexo 2. Separacién de lipidos y determinacion del perfil de lipidos
Para su determinacion, los eritrocitos se descongelan lentamente y los acidos grasos se
extraen con isopropanol y hexano (4.5 y 6 mL, respectivamente). Se agrega una solucion
antioxidante (hidroxitolueno butilado 20 mg en 10 mL de hexano) y se mezclan con un
vortex por 10 min. Posteriormente se centrifuga a 2000 rpm (1200 g) x 5 min. a 4°C.
Después se usa un flujo de nitrdgeno para acelerar la extraccion. Posteriormente se

metilaran los acidos grasos.

La metilacion de acidos grasos se realiza de la siguiente manera: Por cada 20 mg de lipidos,
se agrega 1 mL de metanol (MeOH) y 1 mL de &cido clorhidrico 3 Normal en metanol (Acido
Clorhidrico Metandlico) + 50 ul de una solucion de hexano con C17 (acido margarico) como

estandar interno, la cual se prepara con 1.33 mg de C17/mL de hexano.

Se incuba en el termoblock a 90°C durante 1 hora y se deja enfriar a temperatura ambiente.
Se agrega poco a poco una mezcla en polvo de cloroformo, metanol, y sulfuro (2:2:1) hasta

observar el desprendimiento de bioxido de carbono (se observan burbujas).

Se agrega 1 mL de hexano, se agita y luego se centrifuga a 2000 rpm durante 5 minutos

para separar la fase organica (fase superior), la cual se coloca en otro tubo.

La fase organica se evapora con nitrégeno y se agrega 1 mL de hexano.

Para identificar cada acido graso, se separan con una columna de 100 mm empacada con
CP-Sil 88% después de 2 dias en un cromatografo de gases (Hewlett Packard 5890 series
Il. Avondale, PA).32%3
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Se estimé por medio de una escala denominada SNAP-II (Score for Neonatal Acute

Phisiology, version Il). Este sistema considera 6 variables, establece puntos de corte y asigna

una puntuacion; la puntuacion de cada variable se suma por lo que a mayor puntuacion,

mayor es la gravedad.*°

Sistema para evaluar SNAP-II

Variable Puntaje
Presion arterial media 20-29 mm Hg 9
Presion arterial media < 20 mm Hg 19
Temperatura corporal baja 35 - 35.5°C 8
Temperatura corporal baja < 35°C 15
Relacion PO,/Fio; 1.0 - 2.49 5
Relacion PO,/Fio, 0.3 —0.99 16
Relacion PO,/Fio, < 0.3 28
pH sérico bajo 7.10 — 7.19 7
PH sérico bajo < 7.10 16
Crisis convulsivas 19
Uresis horaria 0.1 — 0.9 (mL/kg/h) 5
Uresis horaria < 0.1 (mL/kg/h) 18




a

Anexo 4 Hoja de Recoleccion de Datos @

Unidad de Investigacion Médica en Nutricién/Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales, Hospital de Pediatria
“Efecto modulador del 4cido docosahexaenoico sobre la respuesta inflamatoria y la evolucién clinica de neonatos sometidos a cirugia”
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N° de incubadora Grupo A

Marque con una X

|. DATOS DE IDENTIFICACION

B

N° de expediente

Nombre de la madre:

Edad de la madre (afios):

Domicilio:

(calle y numero /lote y manzana)

Colonia

Delegacion/Estado

Teléfonos:

Nombre del nifio(a):

Sexo M F

Marque con una X

N° de afiliacion

Fecha de nacimiento:

dd/mm/aa

Edad gestacional nacer (sem.)

Apgar: |

Fecha de ingreso a UCIN

dd/mm/aa

Cirujano Cardiovascular

Neonatologo

(Apellido Paterno

, Materno, Nombres)

(Apellido Paterno, Materno, Nombres)

Datos al nacer:

Peso (9): Longitud (cm):

Perimetro cefélico (cm):

Edad posnatal al ingreso (dias):

II. Diagnosticos de ingreso al estudio

Fecha
Dd/mm/aa

Ill. Escala de gravedad SNAP-II, 24 h post-cirugia Fecha:

TA media mas baja:

Temperatura corporal méas baja (°C)

PO, FiO, pH mas bajo
+ bajo + alto

Crisis convulsivas (si/no)

Uresis mas baja de un turno (mL/kg/h)




N° de incubadora ‘ ‘ ‘ ‘ Grupo A B
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N° de expediente

IV. Diagnosticos de egreso del estudio

1.

2.

3.

4.

5.

Fecha

dd/mm/aa

V. Recibid el suplemento (DHA 6 placebo)

Dia de Fecha Si* No* Hora (h : min.)

Observaciones

Estudio dd/mm/aa Dosis 1 | Dosis 2

-2

-1

0

*Margue con una x

VI. Variables clinicas: tipo de Sepsis/Sepsis grave/Choque séptico (con germen aislado)

Fecha
inicio
dd/mm/aa

Fecha
término
dd/mm/aa

Duracion
(dias)

Sepsis:

Sepsis grave:

Choque séptico:

Falla Respiratoria (necesidad de ventilador)

Falla Cardiovascular (Nombre de Aminas)

Estancia Hospitalaria

Tipo de cirugia

Duracion de la cirugia (h:min) Tiempo total de bomba (min.)
Tiempo con isquemia durante la cirugia (paro circulatorio)(min.)

Sangrado durante cirugia (mL) Transfusién durante cirugia




N° de incubadora

Grupo

A

B

N° de expediente
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L

VII. Complicaciones post-cirugia (dentro de los 30 dias post-cirugia en UCIN): Re-intubacién, neumonia, re-operacion, Fecha
enterocaolitis, ileo, reflujo gastro-esofagico, hemorragia cerebral y mortalidad. dd/mm/aa
1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.
10.
11.
12.
13.
14,
VIII. Estado nutricio al ingreso del estudio

Dia Fecha Peso Longitud Perimetro

Cefélico

N° dd/ mm/ aa (9) (cm) (cm)

1. A

2. A

3. A -

X=__ X=__ X=__
Al ingreso del estudio Percentil peso/edad: Percentil peso/talla: Ref.
IX. Muestras de sangre Fecha Hora Vol. (mL) Responsable de la Observaciones
dd/mm/aa h:min EDT | Heparin | toma y procesam.
A a

Basal

Cierre de Hx Qx.

24 h post-cirugia

48 h post-cirugia

7 dias post-cirugia




Anexo 5.

REGISTRO DE INGESTION DE LECHE HUMANA DURANTE EL ESTUDIO

Nombre de la madre: Hoja N°
Paciente: Expediente:

Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad

Fecha de leche Fecha de leche Fecha de leche Fecha de leche
humana humana humana humana
que que que que

Hora recibié Hora recibié Hora recibié Hora recibié
(mL) (mL) (mL) (mL)

07:00 h 07:00 h 07:00 h 07:00 h

10:00 h 10:00 h 10:00 h 10:00 h

13:00 h 13:00 h 13:00 h 13:00 h

16:00 h 16:00 h 16:00 h 16:00 h

19:00 h 19:00 h 19:00 h 19:00 h

22:00 h 22:00 h 22:00 h 22:00 h

01:00 h 01:00 h 01:00 h 01:00 h

04:00 h 04:00 h 04:00 h 04:00 h
Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad

Fecha de leche Fecha de leche Fecha de leche Fecha de leche
humana humana humana humana
que que que que

Hora recibié Hora recibié Hora recibié Hora recibié
(mL) (mL) (mL) (mL)

07:00 h 07:00 h 07:00 h 07:00 h

10:00 h 10:00 h 10:00 h 10:00 h

13:00 h 13:00 h 13:00 h 13:00 h

16:00 h 16:00 h 16:00 h 16:00 h

19:00 h 19:00 h 19:00 h 19:00 h

22:00 h 22:00 h 22:00 h 22:00 h

01:00 h 01:00 h 01:00 h 01:00 h

04:00 h 04:00 h 04:00 h 04:00 h
Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad

Fecha de leche Fecha de leche Fecha de leche Fecha de leche
humana humana humana humana
que que que que

Hora recibio Hora recibio Hora recibio Hora recibioé
(mL) (mL) (mL) (mL)

07:00 h 07:00 h 07:00 h 07:00 h

10:00 h 10:00 h 10:00 h 10:00 h

13:00 h 13:00 h 13:00 h 13:00 h

16:00 h 16:00 h 16:00 h 16:00 h

19:00 h 19:00 h 19:00 h 19:00 h

22:00 h 22:00 h 22:00 h 22:00 h

01:00 h 01:00 h 01:00 h 01:00 h

04:00 h 04:00 h 04:00 h 04:00 h

56
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Anexo 6. Carta de consentimiento informado

A

©

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

Centro Médico Nacional Siglo XXI. Hospital de Pediatria

Unidad de Investigacién Médica en Nutricion y Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales

Carta de consentimiento informado para participar en el proyecto: “Efecto de la
administracion del &cido docosahexaenoico sobre la respuesta inflamatoriay la
evolucion clinica de neonatos sometidos a cirugia cardiotoracica”

Sefiores Padres de Familia:

Solicitamos su permiso para incluir a su hijo en un proyecto de Investigacion Médica.
Posibles beneficios. El objetivo de esta investigacion es saber si administrando un
nutrimento llamado DHA a su nifio cuando va a someterse a una cirugia, este nutrimento
disminuye la inflamacién y tiene una evolucion clinica menos grave y se recupera mas
pronto. En adultos se ha reportado que la administracion de este nutrimento disminuyo la
inflamaciéon cuando que se sometieron a cirugias y los ayuddé a tener menores
complicaciones con una recuperacién mas rapida.

Para llevar a cabo esta investigacion es necesario administrar a su nifio el nutrimento en
forma de aceite por la boca o sonda durante 8 dias. Si probamos que este nutrimento
también beneficia a los nifios, se propondra como parte de la terapia que reciban los nifios
cuando se someten a cirugia.

Posibles riesgos. EI DHA se encuentra normalmente en la leche materna, ademas
utilizaremos las mismas cantidades de DHA utilizadas en un estudio anterior, en el que no se
observo dafio, por lo que si no se obtiene el beneficio, tampoco esperamos que tenga efectos
adversos. Por otro lado, la realizacion del estudio requiere que se comparen los resultados
de los nifios que reciben el suplemento con los resultados de los nifios que no lo reciban, y la
asignacion del tratamiento se hace al azar, por lo que sabremos quién recibié el suplemento

hasta el final del estudio.
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La participacion de su nifilo en este estudio no tiene costo para usted. Este proyecto
fue aprobado por el Comité de Investigacion y Etica de este Hospital con el N° 2005/3603/72.
Nos comprometemos a darle informacion actualizada obtenida durante el estudio, aunque
ésta pudiera afectar su voluntad para continuar participando en el mismo; también nos
comprometemos a manejar sus datos en forma confidencial y a responder cualquier pregunta
acerca del proyecto. Para lo anterior, debera dirigirse con la M en C. Mariela Bernabe Garcia
Matricula 11111852, al Tel. 56 27 69 00 Ext. 22483 de la Unidad de Investigacion Médica en
Nutricion ubicada en el 4° piso de este Hospital.
Si usted esta de acuerdo en que su nifio participe en el proyecto, por favor firme esta forma.
Si no esta de acuerdo, por favor firme y marque NO. En caso de que acepte participar pero
después decida ya no hacerlo, tendra la libertad de abandonar el estudio sin que por eso se
afecte la atencion y el tratamiento que su nifio esta recibiendo.

Agradecemos su participacion y contribucion en el mejoramiento del manejo de los nifios

enfermos.
ACEPTO PARTICIPAR Sl NO Lugar: México, D. F, Fecha: / /
Nombre del nifio(a) Cama N°

Nombre y firma de la madre/ tutor

Nombre y firma del padre/tutor

Nombre del testigo 1 y relacion con
el nifio(a):

Direccion del testigo 1

Nombre del testigo 2 y relacion con
el nifio(a):

Direccion del testigo 2

Nombre y firma del médico tratante
en UCIN:

Nombre y firma del investigador
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